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(54) Nouveaux vecteurs d'expression de la catechol 2,3-oxygenase, enzymes obtenues et teurs applications. 

© La presente invention concerne un plasmide vecteur 
caracterise en ce qu'il comporte au moins : 

- le gene xy/E codant pour la synthese de la catechol 
2.3-oxygenase, et 

- un promoteur de I'expression fonctionnelle du gene xyfE 
dans une bacterie gram 

Les bacteries transformees a I'aide de ces plasmides 
peuvem etre utilisees pour !e clonage d'ADN et egalement 
pour la synthese de la catechol 2,3-oxygenase. 
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NOUVEAUX VECTEURS D 'EXPRESSION DE LA CATECHOL 2 , 3— OXYGENASE , 
ENZYMES OBTENUES ET LEURS APPLICATIONS. 



La pr&scnte invention concerne de facon 
generale le clonage et l'expression du g&ne codant 
pour la catechol 2,3-oxygenase dans differents 
microorganismes, notamment des bacteries gram + 
telles que Bacillus subtilis et le phage M13. 

Plus particuli&rement, la presente invention 
concerne de nouveaux vecte'urs, et en particulier des 
plasmides vecteurs, de clonage et d ' expression , ainsi 
que leurs applications. 

Enfin, la presente invention concerne 
1' application dans differents domaines de 1 'enzyme 
obtenue, a savoi r la catechol 2,3-oxygenase. 

Cette enzyme est impliquee dans le schema de 
degradation du toluene, notamment par les souches de 
Pseudomonas. 

II est deja connu que certaines souches de 
Pseudomonas ont la propriety de dfigrader le toluene. 

Ces souches possedent, en effet, un plasmide 
appele TOL ou pwwo (117 kb) codant pour une serie 
d-enzyn.es qui trans forment progi essi vement le toluene 
en derive directement assimilable par la cellule 
selon un schema rappelfi ci-apres : 
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SCHEMA 1 



CH 



lol ucne 
(xy3 5ne) 



:h 2 oh 



COOH 



xo 



I17vOH rf^ _^^lv fry 



alcool 
benzy lique 



benzoate 
benza] dehyde (toluate) 



O ° H 

L COOH 



I COOH 



TO \xylD 



4 OI 



4 oxalocrolonale 
(cHo) (enol) 



COOH 



hydratase 




COOH 



HUSH 





OH 



HO < 



C2,>0 




xylF 



OH 



4 OH 
-oxoval §rate 



aldolase 



2 oxo 
pentenoate 



xylE 



20H semi aldehyde cate 
muconique 



pyruvate CK3COCOOH V a3d6hyde RCH^HO 

XO • xylene oxygenase ; BADH : alcool benzylique dehydrogenase ; 
BZOH "henzaldfhyde dehydrogenase , TO : toluate/benzoate oxygena 
C 2 3-0 : catechol 2; 3-oxyg«n«e ; HMSD : hydroxymuconxque 

' . x ' -_ot • 4-oxalocrotonate tautom^rase 

semialdehyde dehydrogenase ; h-OT • 4 oxaioc 

HMSH : hydroxymuconique semialdehyde hydrolase ; 
4-OD : 4-oxalocrotonate decarboxylase. 
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La catechol 2,3-oxygGnase (C 2,3-0) . 
(EC n° 1.13.11.2), transforme le catechol en semi- 
aldehyde muconique selon la reaction suivante : 




L'activitfi d'une telle enzyme peut Stre 
facilement mi se en §vidence par un test colorS puisque 
le catechol se presente sous forme incolore, alors que 
le produit de degradation, a savoir le semialdShyde 
muconique, presente une couleur jaune. 

On appellera ci-apr&s et par abr£viation la 
catechol 2,3-oxygenase : C 2,3-0, et le g&ne codant 
pour la synthase de cette enzyme : xylE ou bien 
g&ne C 2,3-0. 

Compte tenu du fait que, comme cela a 6t§ 
indiquS prScedemment, cette enzyme degrade le catechol 
incolore pour le transformer en semialdShyde jaune, 
il y a la une possibility d'obtenir un test color§ 
permettant de trier facilement un grand nombre de 
colonies bacteriennes pour determiner lesquelies ont 
£t£ transfprmees par un plasmide d§termin§ portant 
le gene xylE ou bien dans lesquelies, au contraire, 
le gene xyl E a §t§ inactive. 

Certains auteurs (r§f. 6,9,27) ont rSussi a 
f aire exprimer ie gene xylE dans Escherichia coli qui 
est une bactdrie gram - comme les Pseudomonas dorit 
provient le gfene xyl E. 
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L'expression du gfene - xyl E dans les souches 
E. coli ou Pseudomonas presenile un inconvenient au niveau 
industriel car ces souches sont potentiellement pathog&nes 
pour l'homme. II est done difficile, sans un grand nombre 
de precautions, d'envisager la production de catechol 
oxygenase au stade industriel h partir de ces bacteries. 

La bacterie la plus utilis^e au stade industriel 
est Bacillus subtills qui est une bacterie gram + dans 
laquelle il est souvent difficile de faire s'exprimer 
des gfenes heterospecif iques . 

II etait done - intdressant de mettre au point 
des plasmides comportant le g£ne xyl E qui s • exprime 
dans des bactdries gram + ,et not'airanent B. subtilis , 
afin de permettre une production industrielle de 
C 2,3-0. En outre, l'expression de la C 2,3-0 dans 
B. subtilis pr£sente l'avantage de donner accfes k un test 
colors chez cette bacterie, pour laquelle un tel test 
n'existe pas, alors qu'il s^git d'une bacterie de grande 
importance industrielle * 

Dans le cas des phages, en particulier du phage 
Ml 3, lequel est utilise couramment sous forme notamment 
de phage Ml 3 mp7 (commercialise par la societe Bethesda 
R esearc h Laboratories, Inc. et par la societe P,L. 
Laboratories) k titre de moyen pour sequencer des 
ADN, le remplacement du test colore utilisant le 
colorant X-gal (5-bromo— 4 -chloro-3-indolyl-f$-D- 
galactoside) par un test color§ mettant en oeuvre 
le catechol constituerai t certa inement un avantage 
considerable, tant sur le plan de l'efficacitS que 
sur le plan du prix, 3e cat§chol 6tant environ 5 OOO foi 
moins cher que le colorant X-gal. 

Enfin, I'enzyme cat§chol 2 , 3-oxyg §nase ainsi 
prSparSe prSsente un int§ret industriel important, 
tant par son action sur le catechol lui-meme que sur 
les d§riv§s dudit catechol. 
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Les applications selon la pr^sente invention 
de 1* enzyme catechol 2 , 3-oxygfinase peuvent Stre 
regroupges autour de deux centres d'intSrSt essentiels : 

Tout d'abord I'industrie alimentaire ; en effet, 
les .fruits contiennent une quantitfi importante de 
catechols qui, sous l f action de la lumi&re et de 
l ! oxygene f sont transformes par les polyph§noloxydases 
en composes colorSs qui sont responsables du brunissement 
des fruits. 

L f utilisation de la C 2,3-0 pour transformer 
le catechol des fruits en aldehyde en empechant ainsi 
1* action des polyphSnoloxydases peut done permettre 
d'&viter le brunissement des fruits. 

Pour cette utilisation, il est bien entendu 
possible d'utiliser I'enzyme purifiGe, mais on peut 
envisager 6galement d'utiliser directcment la bactSrie 
contenant ladite enzyme, en particulier lorsqu'il 
s'agit d£jS de bactSries d'interet alimentaire telles 
que Lactobacil lus ou Streptococcus lactiques . 

, L'enzyme C 2,3-0 est Ggalement utilisable 
dans l'industrie pharmaceu t ique et cosm§tique. En effet, il 
est bien connu que le catechol et certains derives du catechol 
constituent des allerg&nes puissants,, le plus connu, 
le 3-pentad§cylcat§chol de formule s 




(CH 2 ) 14 -CH 3 

§taht pr§sent; dans diff§rentes especes de Toxicodendron 

« ■ - — ■ .-.II !■ 

tels que le "poison ivy" et le "poison oak" ou 

"arbre poison" lesquels sont responsables d'une allergie 

de contact touchant presque SO % des am§r icains . 
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Or, on a constats que la C 2,3-0 dggradait le cycle 
aromatique de d§riv£s apparerit§s au catechol et devait ainsi 
en diminuer trfes fortement 1 1 allerginicit£ . 

On peut envisager §galement dans le domaine pharma- 
ceutique d'utiliser le C 2,3-0 pour modifier la structure des 
catecholamines (adrenaline, noradrenaline, DOPA, DOPAMINE,.*.) 

Dans le domaine cosmetique, la C 2,3-0 peut egalemcnt 
Stre utilisSe pour limiter la presence de composes de type 
catechol qui apparalt lors de la degradation de certaines 
bases cosm§tiques. 

Pour ces deux types d 1 application alimentaire et 
cosm§to-phanr.aceutique , il est particuli&rement int§ressant 
de pouvoir preparer la C 2,3-0 a partir de Bacillus subti lis . 

L'int&rSt de Bacillus subtili s comme souche 
hCte est qu'il s'agit, a la difference d ' Escherichia coll, 
d'un organisms non pathogSne qui^ n'cst rcliS en aucune 
mani&re 3. une affection quelconque humaine ou animale. 

C f est pourquoi 1 ' utilisation de subtilis ou 
des produits de son metabolisme au stade industriel 
est autoris§e, a la difference d'E. coli. 

En outre B_. subtilis est parmi les bact£ries 
gram + celle qui est la plus connue et qui a et§ le 
plus largement 6tudi€e. 

Enfin, _B_. subtil is est une bacterie largement 
utilisee dans l'industrie pour la production d' enzymes, 
notamment d'amylases et de proteases dont les 
conditions de culture industr ielles sont bien connues. 

Pour ce faire, la pr§sente invention concerne 
des plasmides vecteurs caract§ris6s en ce qu'ils 
comportent au moins : 

- le gene xylE codant pour la synthase de la 
catechol 2,3-oxygenase, et 

- un promoteur assurant 1* expression fonction- 
nelle du gene xyl E dans une bacterie gram +. 
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Le promoteur de l f expression f onctionnelle du 
g&ne xyl E peut etre obtenu k partir d'une sequence 
d'ADN chromosomique d'une bactdrie gram + , mais il a 
egalement ete mis en Evidence que de tels promoteurs 
pouvaient etre obtenus k partir d'autres mater iaux, 
notamment h partir de plasmides ou de bacteriophages. 
Ainsi, on peut utiliser des promoteurs provenant de 1 1 ADN 
chromosomique de diver ses souches de Bacillus , 
B. subtilis , B. licheriif oririis , B. pumilus , mais on peut 
utiliser des promoteurs provenant de 1 ■ ADN chromosomique 
de bacteries gram - telles que E. coli . De meme, il est 
possible d f utiliser des promoteurs provenant de plasmides, 
en particulier de plasmides de bacteries gram + , notamment 
ceux se r^pliquant dans B. subtilis tels que pUB110. 
Enfin, il est possible d f utiliser des promoteurs provenant 
de bacteriophages, notamment des bactdriophages.de 
bacteries gram + tels que le bacteriophage <p2S m 

II est Evident que les promoteurs envisages dans 
le cadre de la presente invention peuvent etre divers et 
s 1 adapter & chaque type particulier de souche gram + , 
Bacillus, Streptococcus , Lactobacillus , Staphylococcus 
et Cbrynebacterium par exemple. 

Comme cela a §t§ indiqu£ precfidemment , 
I'intCrSt de ces plasmides vecteurs Gtant en priori t§ 
de pouvoir doner des g&nes determines dans 

Bacillus subtilis , ou bicn d'obtenir l^nzyme 
C 2,3-0 par culture de B. s ubtil is , on recherchera de 
prSffirence un promoteur de 1 'expression f onctionnelle 
du gSrne xyl E dans une sequence d 'ADN chromosomique de 
Bacillus et plus particuli&rement de Bacillus subtilis , 

Lorsque le plasmide vecteur selon la pr6sente 
invention doit servir de vecteur de clonage, il est 
particuli&rement intSressant qu'il comporte au moins 
un site unique de restriction situ§ £ un endroit tel 
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que" 1 ' insertion d'une sequence d 1 ADN dans ce site 
conduise 5 1 • inac tiva tion du gene xyl E, Ainsi ce site 
peut fitre situg, soit dans le g&ne xyl E, ou bien en 
aval du promoteur et en amont du g&ne xylE. Une telle 
5 inactivation peut facilement €tre xnise en Evidence 

par une pulverisation de cat§chol sur 1* ensemble des 
colonies et s§lection des colonies qui, bien que 
transf ormees , ne se colorent pas en jaune du fait que 
le gene xyl E n'est pas exprimS. 

10 Parmi les sites de restriction uniques 

prSsentant un int&ret, il faut citer plus particuliere- 
ment un site de restriction Bam Hl qui peut gtre 
ais§ment introduit, conune cela sera dSmontrfi dans les 
examples pour les plasmides derives de pTG402 tels que 

15 ' pTG403, pTG404^ pTG405 , pTG406 , pTG407, pTG408 , pTG409 e t pTG4 3 O , 

La pr§sente invention concerne Igalement des 
souches de Bact£ries gram + , en particulier les souches 
de Bacillus subtilis , transf ormees par les plasmides 
selon la pr£sente invention, Parmi las bact^ries 

20 gram + utilisables, il faut citer §galement les genres 

Lactobacillus, Streptococcus 9 Staphylococcus et 
Corynebacter ium 

La prSscnte invention concerne Ggalement un 

autre type de vecteur qui est un phage d6riv6 du phage 

25 M13, caract&risfi en ce que son ADN cornporte au moins 

le gene xyl E codant pour la synthase de la catechol 

2 , 3-oxyg5nase ♦ 

De pr§f6rence f 1 'ADN de ce phage comportera" 

au moins un site unique de restriction placS de fa£on 

30 que 1' insertion d'une sequence ADN dans ce site 

inactive l'expression du g&ne xyl E, De pr§f§rence, 
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il existera plusieurs sites uniques de restriction 
(appel§s sites "de clonage multiple") qui joueront 
la meme fonction. 

L'int£ret du phage M13 est le suivant ; un 
d§riv§ de ce coliphage f ilamenteux est utilisS pour 
doner et sequencer les ADN, il s'agit en particulier 
du phage M13 mp7 developp§ par *le Dr. J. Messing et 
qui est distribue par Bethesda Research Laboratories et PI* Labs 
sous forme d f ensemble pour doner et sequencer les 
ADN. 

Ce phage comporte un site de clonage multiple 
dans lequel il est possible d'inserer de nombreux 
fragments de restriction tels que des fragments EcoRl, 
BamHl , AccI, Hindi 1, PstI et Sail. 

Ainsi, lorsque l'on introduit dans le milieu 
de croissance d 1 une souche et du phage M13 mp7 de 
1 1 isopropyl-B-D-galactoside et du 5-br omo-4 -chlord- 
3-indolyl-&-D-galactoside, 1 * isopropyl-B-D-galactoside 
induit une partie du gene lac Z sur le phage M13 qui, 
lorsqu'il est complements par la partie finale du g&ne 
port§ sur le facteur F' dans la meme cellule, conduit 
a un phGnotype p-galactosidase positif . Ceci a pour 
effet de faire virer I'indicateur 5-bromo-4-chloro- 
3-indolyl-p-D-gal actoside (colorant X-gal) au bleu. 

L'insertion d'un fragment d 1 ADN au niveau du 
site de clonage multiple conduit & 1 1 inac tivation de 
la complementation a de la p-gal actosidace , dans ces 
conditions l'indicateur color& ne change pas de couleur. 
Toutefois, il faut remarquer que cet indicateur est 
tr&s cher, en effet, il faut compter environ 3 francs frangais 
d'indicateur par bolte de Petri, et comme dans chaque 
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experience on est obligg d'utiliser un grand nombre 
de bo£tes ; ceci conduit parfois a des dgpenses tr&s 
importantes . 

It 1 utilisation du phage selon la prfisente 
invention permet d 1 avoir recours £ un indicateur 
beaucoup moins onGreux, le catechol, et, en outre, 
de pouvoir utiliser le phage M13 dans diff§rentes" 
souches sans Stre dependants d'une complementation et 
done de souches par ticuli&res contenant le gene 
lac ZA K15 conune dans le cas du phage M13 mp7- 

Rappelons que pour son utilisation dans le 
s§quen<jage, il faut hybrider avec le DNA du phage un 
oligonucleotide a f une quinzaine de bases complementaires 
a la region du DNA tres proche du site d* insertion. 

Independamment des vecteurs dScrits pr£c§demment 
en eux-memes, la prSsente invention concerne §galement 
leur application au clonage de g&nes dans des bacteries 
-ainsi que les bact£ries transf ormees par ces plasmides et 
leur utilisation pour la preparation de la catechol 
2, 3-oxyg§nase. 

Enfin, 3a prGsente invention concerne 
1 'application de la catechol 2,3-oxyg6nase obtenue, 
notamment par la mise en oeuvre de bacteries selon 
I'invention, a titre d'additif alimentaire, en parti- 
culier d'agent de conservation c3ans l f industrie 
alimentaire et comme conservateur en cosmStique, et & 
titre de principe actif en therapeutique pour le 
traitement et la prevention des allergies provoquSes 
notajranent par le catechol et des composes d£riv£s du 
catechol. 
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Enfin, la catechol 2 , 3-oxygdnase peut Stre utilisde 
dans des compositions de decontamination , notamment pour 
le linge ayant pu entrer en contact avec I'urushiol ou 
ses derives. Ce type de composition permet d'eiiminer les 
risques d'allergie provoqu^e par un contact, r^curant de 
la peau avec des tissus ayant ete en contact avec des 
esp&ces de Toxicodendron, comme cela a ete indique 
precedemment . 

Il.s'agit de compositions de decontamination 
de surface, caractdrisdes en ce qu'elles comportent une 
base ddtergente et une enzyme, la catechol 2 , 3-oxygdnase . 

Compte tenu des conditions de stability de 
1' enzyme, ces compositions auront , de preference, un pH 
compris entre 6 et 10 et contiendront de preference 
un agent de stabilisation tel que l f acetone. 

Grace h la pr6sente invention qui permet de 
preparer la C 2,3-0 2i partir de B. subtilis , qui est un 
microorganisme utilise pour preparer des proteases 

entrant dans la preparation de detergents tels que les 
lessives par exemple, on peut envisager de preparer des 
souches transformees .productrices & la fois de protease 
et de C 2,3-0. 7 

Parmi les compositions de decontamination, outre 
les lessives, on peut prevoir des bains moussants ou des 
lotions diverses, ces formes de mise en oeuvre n'etaht 
pas limitatives. Enfin, on a constate que la~C 2,3-0 
etait compatible avec un.nombre important de compositions 
detergentes existant, ce qui evite de formuler des 
nouvelles compositions. 

Bien entendu, J_a C 2,3-0 peut etre mise en forme 
comme le sont les proteases utilisees dans les 

lessives, par exemple sous forme de granules tel que cela 
est decrit notamment dans les brevets francais 1 520 948 
ou 2 119 480. Les brevets mentionnes precedemment donnent 
egalement des informations sur les elements entrant dans 
la preparation des lessives. 
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Les propri^tds de la catechol 2 , 3-oxygdnase ont dt6 
6tudi£es sur des extraits bruts acellulaires bactdriens. 

L'extrait bact£rien s'est r6v§l§ capable , 
d'oxyder, outre le catechol, le 4 -m§thylca techol , avec 
l'apparition d'un produit jaune prSsentant 2 pics 
d'absorption : 326 et 378 nm. 

Pour mesurer I'activitS enzymatigue des 
souches obtenues on utilise une technique spectrophoto- 
mitrique en mesurant 1 1 accroissement d'absorbance S 
375 nun dQ a 1 1 accumulation dans le milieu r^actionnel 
du semi a3 dehyde . 

Protocole 

Dans une cuve spectro : 

- 2,9 ml de tampon phosphate 0,1 M, pH 6,8, 

- 0 / l ml d'extrait bact&rien, 

- lO pi d f une solution de cat§chol 0,02 M, 
cinetique effectu§e S 30°C et mesur§e sur une minute. 
L'appareil (Uvikon 810/820) est dot§ d'une unit§ de 
calcul qui fournit par 1 ' intermSdiaire d'une imprimante 
les rSsultats suivants : 

- DO pour chaque mesure effectufie, 

- A .DO entre chaque mesure, 

- Vitesse exprimfie en DO/min., * 

- calcul du coefficient de correlation qui permet 
de verifier la bonne linGaritS de la courbe. 

Une mcsure est ef fectufie toutes les 6 secondes pendant 

une minute (10 points). 

L'activitfi enzymatique est exprimfie en mU/mg de protfiines. 

Une mU correspond a une nanomole de produit form§ en 

une minute Sl 30°C dans les conditions pr£c£demment 

• d§crites, 

S tabilit§ de l'enzyme en fonction de la temp§rature 

L'extrait est trait§ 10 minutes Sl differentes 
temperatures et l , activit§ est mesur§e dans les 
conditions decrites pr §c§denunen t . 
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Temperature 30°C 55°C 60 0 C 65°C 
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Activite de la , „ „ „ • 

C 2,3-Q (%) 100 84 18 3 

L'extrait est traite, cette fois, a 55°C pendant 
differents temps. 

Puree (minutes) O 10 20 30 



Activite de la 

C 2,3-Q (%) 100 84 • 39 24 



D'apres ces resultats, l'enzyme montre une bonne 
r§sistance vis-a-vis de la temperature et les resultats 
ci-aessous vont confirmer sa bonne stabilite. 

L'extrait est plac§ a temperature ambiante, 
dilue dans differents tampons a une concentration en - 
proteines de 0,32 mg/ml.. 



Dur§e 



19 h 2,5 Sours 6 jours 



Activite (%) 

15 .Apres stockage dansl'eau ioo 54 7 5 

-Phosphate 0,1 M 
pH 6,8 IOO 84 63 j 13 

•Phosphate 0,1 M 
pH 7,5 - IO I acetone 100 , 93 8 * 61 

Ces resultats montrent l'effet stabilisant de 
1 'acetone qui est d'ailleurs utilisee dans la technique 
20 d 'extraction par plusieurs auteurs (ref. 28, 29) 
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Activity en fonction du p H 

Des essais enzymatiques effectu§s dans du 
phosphate 0,1 M a des pH variables ont montr§ un optimum 
d'activit§ 5 6,75, 

pH 5,6 6 6,5 6,75 7 7,5 8 8,5 8,9 

Activity (%) lO 40 78 100 93 80 61 52 49 
Temperature optima le 

En outre, il a §t§ demontrS que l'activiti 
maximum se situe £ 45°C. 

Temperature 2? 30 35 40 4 5 SO 53 

d' incubation (°C) 

Activit§ (%) 75 lOO 125 3 62 200 131 119 * 

On remarquera que 1' activity S la temp§rature de 
r§f§rence (30°C) repr§sente la moiti§ de l f activit§ 
maximum. 

Parmi les compositions selon la pr£-sente 
invention incorporant la catechol 2 , 3-oxygfinase , il 
faut ci ter plus parti culi&rement les compositions pour 
application topique exierne dans le domai ne cosmGtique 
et mddicamenteux. Les bases utilisables dans ce type 
de compositions sont ,connues de l'homme de l'art et 
ne constituent pas des caract§ristiques de la prSsente 
invention. Toutefois, on pourra tenir compte de l'effet 
stabilisant de 1' acetone ou d'autres solvants protecteurs 
pour la C 2,3-0 et du pH optimum d' activity situd entre 6,5 
et 7,5* pour 'la realisation des compositions selon 
1 ■ invention. 



15 



00861 39 



Lorsque la C 2,3-0 est utilisSe conune 
conservateur dans l f Industrie alimentaire, en 
particulier pour £viter le brunisseinen t des fruits, 
il est possible d'utiliser l'enzyme purifige ou un 
extrait bacterien, mais il est possible d'envisager 
dans certains cas d'utiliser la bact§rie elle-m§jr,e, 
en particulier lorsque le produit alimentaire contenant 
les fruits est deja un produit de fermentation bact§rienne. 

Les exemples ci»apres permettront de mettre en 
§vidence d'autres caractSr ist iques et avantages de* la 
pr§sente invention. De fa^on generale, les r§f§rences 
bibliographiques sont .rassemblees en fin de description 
et ne sont rappelSes que par leurs numeros dans le 
corps de la description. 

Les figures ci-annex^es permettront de mieux 
comprendre certains aspects de la pr£sente invention, 

Sur ces figures : 

- la figure 1 repr^sente une carte de restriction 
du plasmide pTG200, 

- la figure 2 reprdsente les cartes de restriction 
des plasmides pTG206, pHV33 et pTG402, 

- la figure 3 repr^sente la sequence de nucleotide 
du ghne xyl E et du site de fixation des ribosomes, 

- la figure 4 reprdsente la strat£gie utilis£e 
pour sequencer le g&ne xyl E, 

- la figure 5 repr^sente un diagramme d'dlectro- 
phorfese de diff^rents extraits bact^riens contenant 

la C 2,3-0* 
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Claris un premier temps, le g&ne xyl E f qui est 
enti5r^ent compris dans un des fragments Xhol du plasmide 
plWO f a. £-£6 clonfi sur despetits plasmides de faijon 
a disposer d'une source d'ADN de xyl E facile 3 
recloner pour 3a suite des experiences sans avoir 
a s§lectionner tous les fragments de restriction de 
pWVJO qui est un tres grand plasmide. 

Eln outre, ces petits plasmides ont permis 
de preparer de grandes quantites de catechol 2, 3-oxygenase 
pour 1* Stride de cette enzyme. 

EXEttPLS 1 - Clonage et expression du gene codant p our 

la catechol 2 , 3-oxygenase dans Escherichia coli 

la) Souches_et_plasmides 

Le plasmide pWWO a §t§ extrait d'une souche 
de Pseudomonas put ida . 

Le plasmide vecteur est le plasmide pKT230 
(r£f . 6) qui code pour la resistance 3 la kanamycine 
et 3 la streptomycine. Ce plasmide possdde un site Xho l 
unique da.ris le gene de resistance a la kanamycine. 

Le plasmide pBR322 a dgalement 6t6 utilise 
comme vecteur de clonage . 

Les souches h8tes sont toutes des derives 
d' E. coli K12. SK 1592 est gal thi sbc B15 end A hsd R4 
hsdM + (r£f. 25). BZ18" rk~ mk* gal lac y SuII. W3110 trpOE 
met" (r£f. 26). 

1b) Procedd 

Afin de doner le gfene xyl E dans pKT230, 
I'ADN de pWWO a 6t6 coupd avec 1' enzyme de restriction 
Xho l et ligature avec un fragment Xho l de I'ADN du vecteur 
traite £ la phosphatase alcaline. 
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Dcs Etudes prGcGdcntcs ont dSmontrfi que 
ce gSne xyl E est entiSrement situS dans le fragment de 
restriction I ( Xho l) _ du plasmide pWWO et dans un 
sous-fragment BamH 1-XhpI de ce fragment. (6,9) 

La souche SK 1592 a etS transform§e S 
l'aide des plasmides obtenus et les colonies resistant 
3 la streptomycine ont §t§ tribes grSce 3. une 
pulverisation de catechol. 

En effet, les souches contenant l'enzyme 
catechol 2, 3-oxygenase virent au jaune lorsqu'elles 
sont mises en presence de catechol, compte tenu de la 
production du semialdehyde 2-hydroxymuconique (r§f.l4 ). 

Les recombinants contenant l f ensemble du 
gene xylE mais qui ont perdu une portion de 1 1 ADN 
du plasmide vecteur sont isoles. La carte de restriction 
du plasmide pTG2O0 est representee sur la figure 1 . 
le trait £pais represents _le fragment ADN de pWWO. 

Ce plasmide pTG200 est utilis§ comme source' 
d 'ADN codant pour le gene xylE dans les experiences 
suivantes : 

Le fragment BamH I- Xho I de pTG200 a £t£ clond 
dans les sites BamH I efc Sail du plasmide pBR322* Le 
plasmide ddrivd est d£crit dans le tableau I. 
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TABLEAU I 
PLASMIDES PORTANT EE GENE xylE 



SK1592/pTG200 


pWWO coupd aved 'Xhol et clon£ dans 




pKT230 aussi coupd par Xhol. Deletion 




d'une partie de I'ADN pKT230 proche 




du site Xhol. 


BZl8/pTG206 


pBR322 coup£ avec BamHI-Sall et 




integration du fragment BamHI-XhoI 




de pTG200 (Ap R Tc S ) 



Ap : Resistance ^ 1 1 ampicilline 
Tc S : Sensibility Si la tetracycline 
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Le niveau d'expression de la catechol 2,3- 
oxyg6nase dans chacunc des souchcs contenant les plasmides 
recombinants obtenus ont Ggalcnient Gt§ compares. 

La concentration en protGines est d£tenninSe 
par la technique de Lowry (r§f. 11) 

Les rGsultats mesurSs sont rassemblSs dans le 
tableau 2. 
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TABLEAU 2 

ACTIV'ITE SPECIFIQUE EN CATECHOL 2 , 3 -OXYGENASE 
DANS DIFFERHZNTES SOUCHES EN PHASE EXPONENTIELLE DE CROISSANCE 

(activity en mU/mg) 



Souche Pla ^ mide 
hote 


Croissance 
30°C 37 °C 


BZ18 / pB^.322 

(controle) 


< 0,5 


SK159 2 / pTC200 


1 ,7 x 10 3 


BZ18 ./ pTG206 


4,0 x 10 4 


p.putida/pWVO 


1 ,3 x 10 2 
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Comme cela ressort du tableau 2, la souche 
obtenue pr£sente un degr£ 6lev6 de catechol 2 , 3-oxygdnase 
et ainsi peut etre considdrde comme utilisable pour la 

synthase de cette enzyme. 

Une carte de restriction partielle de pTG206 
est representee sur la figure 2A sur laquelle figurent, 
outre les sites de restriction, la localisation du gfene 
xyl E et le g&ne A p . La partie en trait plus dpais 
repr^sente la partie utilisde dans la construction de 
pTG402 (voir exemples suivants) . 

On a, ainsi, obtenu un ensemble de plasmides 
de petite taille grSce auxquels le g&ne xy I E peut 
s'exprimer dans E. coli. 

Dans un deuxi&me temps, S partir de ces 
"sources" de gSne xylE, on va construire des plasmides 
grace auxquels le g&ne xy I E pourra s'exprimer dans 
B « subtil is . 

Cette construction est effectufee en deux 
§tapes, tout d'abord le clonage du gene xyl E sur un 
plasmide capable de se r§pliquer dans B_. subtilis , 
puis la selection d'un promoteur assurant 1* expression 
du gene xyl E dans subtilis , " • 

EXEMPLE 2 - Clonage et expression du gSne codant pour la 
catechol 2 r 3-oxyg§nase dans Bacillus subtilis 

2a) Souches_et_plasmides 

Les souches de Bacil lus subtil i s qui ont 
§t§ utilis§es sont d§riv§es de la souche Marburg 168. 
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Une souche B22 cy sB 3 recE4 a §t§ construite en 

transformant a l'aioe d'un ADN donneur BD224 thr 5 trp C2 

rec £4 dans une souche KS27 hisAl cy s B3 

La selection a 6t6 effectuGe pour dcs 

colonies His + sensibles 3 la mitbmycine C (MMC) & 

une concentration finale de 0,10 pg/ml. La sensibility 

2. des niveaux faibles de KMC constitue une indication 

d'une dSficience au niveau de la rcicombinai son associ6e 

avec la presence d"une mutation rec £4 (r£f. 4, 5). 

La souche TGB1 trpC 2 rec£ 4 spo 331 a £t§ 

obtenue par transformation de cellules. rSceptrices 

RUB331 thyA l thy Bl trpC 2 spo33l a I'aide d'un ADN donneur 

d§riv£ de BD224 . La souche Mil 1 2 . ( leu B8 arg 1 5 thr 5 recE4 

r M~ ^"{T 331 ^ 3 - 197) )a ete dgalement -utilis^e. La selection 

a ete effectude pour des cellules Thy + sensibles ^ la MMC. * 

Les souches d f E. coli utilisSes sont 

dferivSes de B218 rk~ mk + gal ^.acY SuII et de C600 

rk~ mk + et CSR603 (r€f. 19). 

Le plasmide pTG206 a d§ja €t§ mentionn§ 

dans l'excmple 1. 

Le plasmide pHV33, dont la carte de restriction 

est representee figure 2B, est ddcrit dans les references 

16 et 18. Ce plasmide est capable de se repliguer dans 

E. coli en rendant les cellules h6tes resistantes ^ 
— — — — t> 

l 1 ampicilline (SO ug/ml) AP , h la tetracycline (15 ug/ml) 

R R 
Tc et au chloramphenicol (20 ug/ml) Cm . Ce plasmide se 

repligue egalement dans B. subtilis ; toutef ois , dans ce 

dernier hfite la resistance au chloramphenicol (5 ug/ml) 

est la seule £ s'exprimer. La partie en trait plus epais 

de pHV33 sur la figure 2B repr^sente la partie utilisee 

dans la construction de pTG402 (voir exemples suivants) . 
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2b) M^li ^H-^S^^Sissance^e t_ conditions 

Toutes les souches de B_. subtilis ont £tfi 
niaintcnues sur un milieu geiose-sang-tryptose (TBAB , 
Difco Laboratories) auquel on ajoute 0,3 % (poids/volume) 
de g£lose, de thymine et-d'uracile, ch'acun S une 
concentration finale de 20 yg/ml. Du chloramphenicol 

(Sigma Chemical Corporation) est ajoute au TBAB a 
5 yg/ml pour maintenir les plasmides dans les 

souches • 

La croissance des cultures cellulaires dans 
des milieux liquides riches est *. effectu§e dans un 
bouillon de Penassay (PAB, Difco Laboratories) auquel 
on ajoute 20 pg/ml de thymine. Du chloramphenicol 
est ajoute lorsque cela est necessaire. 

Toutes ]es souches d Escherichia coli 
sont maintenues sur L-agar. Les cultures liquides 
sont effectuSes en bouillon L. Des antibiotiques 
sont ajoutes lorsque cela est necessaire. 

Toutes les cultures sont effectuSes S 37°C 
et l f a£ration desdites cultures est effectuge par 
agitation. 

Les cultures de Bacillus subtilis , une 
fois qufelles sont fitablies^ sont maintenues sur TBAB 
& la temperature de la pi&ce (20-22°C). Les cultures 
d'E. coli sont maintenues sur L-agar S 4°C. 

2c) Transf ormation^bacterienne 
La transformation des cellules r^ceptrices 
d' E. coli par un ADN de plasmide est effectude par la 
m^thode de Lederberg et Cohen (r£f • 10) tel que cela 
est d£crit dans l 1 article de Morrison (r£f. 13). Les 
cellules comp^tentes sont pr£serv6es par congelation 
avant leur transformation. 
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La transformation conventionnelle de 
B. subtil is (r§f, 20) est suivie par la mise en oeuvre 
de la m6thode de Boylan (rfif. 2). II est egalement 
possible d'ef fectuer la transformation des protoplastes 
en utilisant *les ADN plasmidiques (rfif. 3) • La 
selection des souches portant les plasmides est 
effectu£e sur milieu TBAB supplements avec 5 pg/ml de 
chloramphenicol dans 3e cas de transformations 
conventionnellcs et sur un milieu de rfgSndration DM (3) 
supplements avec TO pg/ml de chloramphenicol dans le 
cas d'une transformation de protoplastes. 

L'expression fonctionnelle du g&ne codant 
pour la C 2,3-0 est observee et mesurSe comme cela 
a §tS decrit £ I'exemple 1. 

2d) ?205tlS95l2D_^-Pl5S!!!^?-PT?i^ 
Le plasmide pHV33 est mis i digerer avec 
1 * endonucl ease de restriction Bam Hl dans une solution 
comportant ,6mM tris (hydroxym6 thyle) aminome thane (Tris) 
pH 7,9, 6mM MgCl 2 , lOOmM NaCl, 1 yg ADN et 6 unites 
d'enzyrae. 

La reaction est conduite pendant 1 heure 
a 37 °C avant d*5tre stoppee par chauffage pendant. 
lO minutes a 65°C. Les conditions de tampon sont 
a jus tees a l'aide de 100 mM Tris, pH 7,4 , 5mM MgCl 2 
et 5QmM NaCl, puis l'on ajoute 3 unites d' endonuciease 
de restriction EcoRl. 

L 1 incubation est poursuivie pendant 1 heure 
3 37°C. La reaction est de nouveau stoppee par chauffage.. 

Le plasmide pTG206 est traite de la meme 
fa^on que le plasmide pHV33. 

0,5 ug de chaque fragment plasmidique 
sont ligatures dans SO pi de tampon qui contient 
66 mM tris HC1, pH 7,9, 6,6 mM HgCl 2/ lO mM di thiothr§itol 
(DTT) , 0,5 mM adenosine triphosphate (ATP) et 0,1 unite 
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ADN licjase T4 (Boehringer Mannheim) . La reaction est 
effectu£e £ 10-12°C pendant approxima t ivcmen t 18 heures, 
puis stoppGe par chauffage de la solution pendant 
30 minutes 3 65°C. 

X-es produits obtenus :;ont stocX6s a 4°C 
on bien sont utilises directement pour la transformation. 

Ces produits de ligation sont utilises pour 
transformer- E. coli BZ18. Les souches receptrices sont 
sSlectionnees pour leur resistance a 1 f ampicilline et 
au chloramphenicol et leur sensibility a la tetracycline. 

On obtient ainsi 7,6 x lO 4 transf ormants 
par pg ADN plasmidique. 

Ces transformants sont pulverises, avec une 
solution de catechol et les colonies qui virent au 
jaune sont transferees sur des boites • de selection 
contenant de l'ajnpicilline. 

Parmi ces colonies chez lesquelles le gSne xyl E 
s 1 exprime f onctionnellement r 14 sont pr£lev£es et mises en culture 
1 ml de culture et I'ADN plasmidique en est extrait 
'puis resold sur gel d'agarose. 

I*a majorite des plasmides extraits sont 
plus grands que pTG206 et prSsentent un site de 
restriction BamK l et 4 sites de restriction Clal. 

L'un de ces plasmides appele pTG402 a §t§ 
purifie a partir d'un litre de culture et analys§ avec 
diverses enzymes de restriction. . - 

Ce nouveau plasmide pTG402 porte le g£ne C 2,3-0 et est 
capable de se repliquer a la fois dans JE. coli et dans 
B. subtilis . Dans ce dernier hSte toutefois, le produit 
du gene C 2,3-0 codS par pTG402 n'est pas exprim§ 
f onctionnellement , en effet tous les transformants de 
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BacilHus subtil is TGBl r6sistant au chloramphenicol 
demcurent blancs lofsqu'on les pulverise avec du 
catGcrnol. Ccci sugg&re que le g&ne C 2,3-0 n'a pas 
6t6 Lranscrit ou traduit dans B_. subtilis , ou bien a 
£t§ r*tl*arrang6 dans les processus de transformation 
ou de. croissance* 

Le plasmide a 6t£ extrait de B_* subtilis 
pour -5tre ensuite rSintroduit dans JE. coli. Toutes les 
souchies d *E_, coll tr ansf ormGes deviennent jaunes 
lorscu'on les pulverise avec du catechol. 

On d£montre que le g&ne C 2,3-0 est 
.demecr§ intact sur le plasmide vecteur dans B_. subtilis 
mais qu'il ne s'exprime pas. Ainsi, on peut 

conclure S une absence d f expression du g&ne C 2,3-0 
dans les souches gram + • 

2e) Analyse_par_restriction_de_pTG4 02 
En utilisant diverses enzymes de restriction 
pour digSrer pTG402 # on obtient la carte de restriction 
partielle repr§sent§e figure 2C. La zone en trait £pais 
repr^sente xyl E et la fl&che indique le sens de transcription 
du mARN. Le tableau 3 rassemble cette analyse de restriction 
de f tg4 ° 2 * 
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TABLEAU 3 



ANALYSE 


DES SITES D 1 ENZYMES 


DE RESTRICTION DE pTG4Q2 




Enzyme 


Nombre total 


Nombre de sites dans la 




de sites 


region qxUHH i. a XnoJ /Sa 1 J. 


Aval 


2 


1 


BamHI 


1 


1 


laii i 


O 


O 


ClaT 


4 


1 


EcoRI 


1 


*o 


HindllX 


2 


o 


Hpal . 


1 


1 


K£nl 


1 


1 


PstT 


1 


o 


SacI 


o • 


o 


SalX 


3 


3 


Smal 


O 


O 




O 


O 


XbaZ 


O 


O 


xHoi 


O 


o 


Xmal 


O 


O 
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Ce plasmide de 9,0 kb est constitud d 1 ADN 
d6riv§ da pBR322 (moins la petite region situGe entre 
BamHT et Sal X) # de pC194-et du fragment Bam HI a Xho l de 
pWWO qui contient le g&ne C 2,3-0. 

pER322 et pC194 ont d6jS Gt6 sGquenc6s(r^f . 21 et 
La r6gion de pTG402 qui contient le gene C 2,3-0 a &t& 
partiellement s6quonc£e. Cette rtgion est insdrde comme un 
fragment BamHI-XhoI/Sall dans le plasmide pHV33. 

Dans ce fragment il existe des sites uniques 
pour Hpa X, Aval, Clal et Kpn l et 3 sites pour Sai l . II 
n'existe pas de site Bgl ll , Eco RT , Hindlll, SacI, 
Sma l , Sph T , Xba X . Xho X ou Xma X . Lcs sites Hpa l et Kpn l sont 
uniques pour I 1 ensemble du plasmide pTG402 w Le site 
Aval se situe a I'interieur du g£ne C 2,3-0 car 

lorsque I'on dScoupe pTG402 avec Ava l et lorsque l'on 
ef fectue le ligature des fragments resultants dans une 
orientation opposee a 1 'orientation d'brigine, ceci 
supprime l*activit§ du gene. 

2f ) S§lection_des_promoteur s_perme ttanfc_la 
transcr ipt ion_du_g ene_C_2 x 3^0_dan s 
Bacillus_subtilis 

L'ADN chromosomique est isol§ de la souche 
de Bacillus subtilis BZ2. L 1 ADN obtenu est mis S digSrer 
avec 1 • endonuclease de restriction Sau 3A dans un 
tampon constitufe de 6 mM tris, HC1, pH 7,4, 6 jtlM MgCl 2 , 
50 mM NaCl et 2 S 3 unites d* enzyme Sau3A pour 1 pg 
d'ADN. On obtient ainsi plusieurs centaines de petits 
fragments d l ADN avec des extr6mit§s 5* GATC 3' S 
monobrin cohfisives. Ces fragments sont ligatures avec 
pTG402 qui a §t§ linearise a I'aide.de Bam HI. (Cette 
linearisation produit des terminaisons monobrin 
identiques & celles px-oduites par Sau3A„) 
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Les produits de ligature sont introduits 
directcmcnt dans les protoplastes de Bacillu s subtilis 
TGB1 par transformation. D ' autre part, les produits de 
ligature sont introduits par transformation dans 
Escherichia coli CG00 rk~ mk + . 

Les transfonna.nts d'E. coli sont selectlonnGs 
par incubation pendant une nuit dans un bouillon L 
supplements avec 50 yg/ml d ' ampicilline . La population 
cellulaire mixte est traitSe par la m§thode des lysats 
clarifies (r§f. 7, 12) de fa<jon 3 isoler les ADN 
plasmidiques.* Une petite proportion d'ADN ainsi obtenu 
est utilisde comme ADN donneur pour la transformation 
de B. subtilis TGB1 ou Mil 1 2 , et ce par les mdthodes 
classiques de transformation. La selection des cellules 
comportant un plasmide est ' ef f ectu£e pour la resistance 
au chloramphenicol. 

Tous les transformants TGB1 ou MI 112 qu* ils_ soient 
obtenus par les m6thodes classiques ou bien par transfor- 
mation protoplastique, sont soumis S une pulverisation 
d'une solution de catechol de fa^on S detecter 1 'expression 
du gene C 2,3-0. La coloration jaune des colonies est 
utilisSe comme une indication pour selectionner les 
promoteurs qui -permettent la transcription du g§ne 
C 2,3-0. 

La transformation- directe dans les pro- 
toplastes a * conduit S isoler sept colonies qui deviennent 
jaunes lorsqu'on les pulverise avec du catechol. Les ADN 
plasmidiques qui se trouvent a l'int§rieur de ces cellules 

ont dte appelSs pTG411, pTG4 23 ', pTG4 24, pTG4 25, 

pTG4 26, pTG4 27 et pTG4 28. 
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L* utilisation d ' Escherichia coli comme 
. intermediaire a permis d'isoler 

18 colonics supplC-mentaires de subtilis qui 
dcviennent jauncs lbrsqu'on lcs pulverise avec du 
catechol. Lcs plasmides ainsi obtenus , nommes pTG403, 
pTG404, pTG405, pTG406, pTG407, pTG4Q8 , pTG409 , pTG4JO, 
pTG4l2, pTG4)3, P TG414, P TG415, pTG4l6, pTG4l7, P TG4l8, 
pTG4l9, pTG4 20 et pTG4 21, demeurent associfis avec une 
activite du gene C 2,3-0, sous rfiserve que la selection 
pour la resistance au chloramphenicol soit maintenue. 
Les origines de ces differents plasmides sont rassemblees 
dans le tableau 4 . 
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TABLEAU 4 

SELECTION DES PROMOTKUKS D7\NS BACILLUS SUBTILIS 



Experience 


ADN donneur 


MCthode de 
trans formation 


XT JL Q ^ 1 1 1 A. \U lui 








1 


BZ2 + pTG402 

( 3 * 1 \ 11 OA f \irP 
\ • J. / JL J. Q LU1 C 


Bo subtilis TGB1 


pTG4 11 


2 


BZ 2 + pTG4 02 
(3:1) ligature 


E. coli BZ18 




3 


lysats clarififis 
de exp. 2 


B. subtilis TGB1 
classique 


pTG403 


4 


BZ2 + pTG402 
(4:1) ligature 


E. coli BZ18 




5 


lysats clarifies 
de exp, 4 


B • subtilis TGB1 
classique 


pTG404 
pTG412 
pTG413 


6 


BZ2 + pTG402 
(2:1) ligature 


E. coli 
C600 rk- 'mk + 




7 


lysats clarifies 
de exp. 6 . 

• 


B. subtilis MI112 
classique 


pTG405 

pTG406 

pTG407 

pTG408 

pTG409 

pTG4 10 

pTG414 

PTG41-5 . 

pTG416 

pTG417 

pTG4 1 8 

pTG419 

pTG4 20 

pTG4 21 


' 8 

* 


BZ2 + pTG402 
(2:1) ligature 


B. subtilis NI112 
protoplaste 


pTG4 22 
pTG4 23 
pTG4 24 
pTG4 25 
pTG4 2 6 
pTG4 27 
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2g ) Purl f ica ti on_dcs_ADH_pl asmi^d J gues , 

digest ion_par _ 1 cc _o n z^'mc s_ d r g sir ic t i on 

e t_Glect rophor £se . 
• Les 7\DN p] asma d iquos sont isolGs 3 partir 
des lysats d'un bouillon de culture de 1 litre dans un 
milieu liquide riche. 

La purification des ADN plasmidiques est 
effectufie par centr if uga t ion sur les gradients de 
densitfi au chlorure de cGsium-bromure d'Gthidium (r§f„ 17). 
Dans certains cas, les ADN plasmidiques sont pr£par6s 
3 partir de culture de 1 ml par la mGthode d'extractaon 
alcaline (r6f. 1)* 

be plasmide pTG402 purififi est mis 3 dig§rer 
avec differentes enzymes de restriction dans les 
conditions prGvues pour leur utilisation. Les d§riv5s 
de pTG402 susceptibles de promouvoir 1 1 expression du 
gdne C 2,3-0" sont mis 3 digSrer avec EamHl de fa^on 3 
rechercher des sites potentiels en aval du promoteur 
mais en amont du gene C 2,3-0* 

Ces fragments d 'ADN sont r§solus 
sur gel d ! agarose 1 % (poids/volume ) en utilisant 
un appareil d 1 61ectrophor£se horizontal. 
On utilise pour ce faire un tampon xris-acState 
(40 mM Tris, pH 7,8, 20 mM acetate de sodium, 2 mM EDTA) . 

L * §lectrophor&se est effectuee sous 
difference de potentiel constante de 35 volts pendant 
14 a 18 heures ou 100 volts pendant 2 3 3 heures 3 
la temperature de la pifece ( 20-22 °C) . 

L 1 ADN est "color£" grace au bromure d f 6thidium 
0,5 pg/ml pendant 30 minutes, le gel est rinc§ abondamment 
avec de 1 ' eau distill£e, les bandes d 'ADN sont visualisSes 
avec des rayons ul tray-violets de grandes longueurs d'ondes 
provenant d f un transi lluminateur UV (Ultraviolet Products, 
Inc.)* La dimension des fragments d 'ADN plasmidiques 
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est estim£e en comparant la mobility relative h celle 
de 1 1 ADN de XCI857S7 mis k dig^rer avec Hindi II. 
La taille des fragments d'ADN est obtenue h partir de 
la publication de Philippsen et al. (r£f. 15). 

Chacun des plasmides testes est plus grand 

que pTG402. 

Ce rdsultat ddmontre que le gfene C 2,3-0 
est exprim£ f onctionnellement dans B. subtilis , h 
condition d 1 introduire des sequences d'ADN chromosomiques 
de B. subtilis qui assurent la promotion de la 
transcription du gfene C 2,3-0. 

2h) Activit^_en2Ymatigue_C_2 i 330_dans 
§§2iilH§_SUbtilis 

Des extraits de cellules provenant de 
culture en phase stationnaire ont €t£ pr£par£s pour 
determiner le niveau d 1 activity enzymatique C 2,3-0 dans 
B. subtilis . Ces activitds sont mesurdes par la meSthode 
spectrophotom^trique d^crite prdcddemment et rassembldes 
dans le tableau 5, 
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21 ) Caract 6r isat ion_des_pl asml^dcs^de 

le_g£ne_C_2^3-0 

La ligation d'/^DN <j6n£r6 par Sau 3 A & 
un plasmide vecteur Iin6aris6 par Dam Hl (tel que 
pTG402) prfcvoit avec une probability de 1/4 la 
regeneration d*un site Bam HI pour chacune des 
extrC-mites du fragment £au 3A. Les plasmides associ£s 
avec une activity du g&ne C 2,3-0 dans subtilis 
sont mis £ dig£rer avec BamH 1 . Les plasmides pTG403, 
pTG404, pTG405 , pTG406, pTG407, pTG4D8, pTC409, pTG410, . 
pTG411, pTG422 ot pTG425 presentent au moins un site 
BamH I ^ 

Les plasmides purifies sont mis a digSrer 
par Kind lll et BamH I pour determiner si les sites 
Bam HI r§g£ri£r§s sont en amont ou en aval des prorr.oteurs 
qui se trouvent localises sur les fragments Sau 3A. 
Un site BamH I unique est detects en amont du promoteur 
sur pTG411, pTG422 et pTG425. Des sites BamH I uniques, 
sont detectSs en aval des promoteurs sur pTG403, 
pTG404 f pTG405, pTG406, pTG407, pTG408, pTG409 et 
pTG410. 

Les dimensions approxima tives du fragment 
Sau 3A qui porte les promoteurs de Bacillus subtilis 
sont de 500 paires de base pour pTG403, 140 paires de 
base pour pTG404 , 575 paires de base pour pTG405, 
950 paires de base pour pTG406, 335 paires de base 
pour pTG407, 500 paires de base pour pTG408, 900 
paires de base pour pTG409 et 500 paires de base 
pour pTG4]0. 
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2 j ) P^Y£l9Gl?£!D£0t_dcs_vcc tours d ' expression 

Les plasmidcs pTC403, pTG404, pTG4oS, ' 

pTG406, pTG407, pTG408, pTG409 ct pTG4 10 prGscntent 

les caracteri stiques suivantes : 

1°) lis expriment ]e gSne C 2,3-0. . 

2°) Les cellules botes qui ont regu 
ces plasmides conver tissent le catechol cn semialdthyde 
2-hydroxymuconique , comme cela peut 5tre mis en 
Evidence par coloration en jaune des colonies et analyse 
spectrophotometr ique . 

3°) lis pr&sentent un site unique BamHl en 
aval du promoteur mais en amont du gene C 2,3-0- 1' .. . 

Ces plasmides sont importants, non seulement 
pour la conversion du catechol, mais aussi parce qu'ils 
peuvent etre Sgalement utilises coirjne vecteurs 
d f expression dans Bacillus subtilis. 

Le clonaced'un gfene dans* 3e site EamHl, 

aussi bien de pTG403, pTG404 , pTG405, pTG406 / pTG407 , 
pTG408, pTG409 et pTG410, aura scion toute probability 
pour effet de supprimer 1 * activity . du gene C 2,3-0. 
De meme, le clonage de gSne dans la rSgion de pTG403, 
pTG404, pTG405, pTG406, pTG407, pTG408, pTG4b9 et 
pTG410, qui se situe entre 3e site BamHI et un site 
quelconque a l f int§rieur du gene C 2,3-0, aura probable- 
ment pour effet de supprimer l'activite du gene 'C 2,3-0. 

Ainsi, 1* insertion de nouveaux genes dans 

le vecteur d'expression peut etre detectSe en pulv§risant 
les colonies avec une solution de catechol et en 
observant 1' apparition ou non d 1 une coloration jaune. 
En effet, les colonies qui donieurent blanches indiquent 
que le gone C 2,3-0 n'est plus exprimS et qu*un nouveau 
gdne^a et6 ins§r§ dans le plasmide* Par contre, les 
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colonics jaunes indjcjuont qua ce nouvcau gdne n'a 
pas 6te insert dans 3c p3a.sit.jde. Un nouvcau gene instrfi 
dans 1c site BamJII a une grande probability d'etre 
cxpriinG £»arce qu * un promotcur dc B_. su bii l i s est situe 
en ajuont de ce si.le BamHT. 

Dans cos conditions, les plasmidcs ainsi 
obtcnus prSsenteiit un tres grand intfiret sur le plan 
industriel pour 1 • cxpressi on d'un gene determine dans 
Bacillu s subt il is . 

EXEMPLE 3 - C lonage et expression du gene dans le 
phage M1 3 

Le phage Ml 3 est un coliphage filamenteux 
distribu§ par Bethcsda Research Laboratories et PL Lab 
sous forme de "kit" pour le sGquencage et le clonage 
de genes. 

Le fragment EamHl-Xhol de pTG200 a ete" clon§ 
dans les sites BamHI-Sall du phage Ml 3. 

Le phage ainsi obtenu p'ermet 1 • expression du 
gene xyJ.E dans les souches d ' Escherichia coli 
mentionn5es prScfedemment . 

Le clonage de ce gene est mis en evidence, 
comme eel a a etG indique a l'exemple 1 /P ar pulverisation 
de catechol et observation des plages de lyse de cou.- 
leur jaune du a la degradation du catechol. • 

Les deux fragments Sai l (voir figure 1) 
contenus dans le segment BamHI-XhoI ont ete clones 
dans M13 de deux facons : 

- en conservant leur sens et leur ordre originaux, 

- en conservant ] eur ordre original ma is en 
invcrsant leur sens. 

Seul le phage recombinant construit selon le 
premier mode a pu exprimer une act ivite de C 2,3-Q. 
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XXEMPLE 4 - Selection de fragments promoteurs de 

1 T expression du gfene xylE dans 

Bacillus subtilis 
Afin de determiner si des fragments d'ADN 
provenant : 

— du chromosome d'une espfece bactdrienne autre que 
B. subtilis , 

— d'un plasmide bacterien, ou 

- d'un bacteriophage, 

pouvaient egalement etre des promoteurs de - 1 • expression 
de xyl E dans B. subtilis , des ADN provenant de diverses 
sources ont ete isoies puis purifies. 

Ces sources d'ADN comportent notamment : 

— Bacillus lichenif ormis 9945A, 

- Bacillus pumilus BP1 , 

- Escherichia coli C600 rk~ mk , 

- le plasmide pUB110 (isoie & I'origine de Staphylococcus 
aureus et dont il a 6t6 demontre par la suite qu'il se 
rdpliquait dans B. subtilis (reference 30) , et 

— le bacteriophage $29 de B» subtilis (plus particuli&re- - 
ment <j>29suS14 { 1 242) (reference 31), 

Dans le cas de I'ADN chromosomique de B , lichenif ormis , 
B. pumilus et E, coli , et de 1 ' ADN provenant de $29/ les 
AJDN apr&s purification sont mis & dig£rer avec Sau 3A» 

Les fragments ainsi obtenus sont mis en ligation 
avec le plasmide pTG402 qui a ete au pr^alable mis en 
digestion avec BamHI. Des rapports en masse 2:1 (ADN 
inser£s:pTG402) ont ete utilises dans ce cas* 

Pour ce qui concerne le plasmide pUBIIO utilise 
comme source d'ADN insurer, pUBIIO a ete mis en 
digestion avec Bam HI et Bgl ll . Ceci conduit & deux 
fragments d'ADN, 1 ' un ayant approximativement 1/55 kb 
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et 1' autre ayant approximativement 3,95 kb. Ces resultats 
sont en accord avec la carte de restriction connue de 
ce plasmide commercialism, notamment, par Bethesda 
Research Laboratories. 

Les fragments d'ADN de pUB110 sont mis en 
ligation avec pTG402 apres digestion de ce dernier par 
BamH I dans un rapport egal en poids. 

Les produits de ligation de chacune de ces 
experiences sont introduits separ^ment dans B. subtilis 
MI112 par transformation de protoplastes . 

Les transformants Cm r sont selectionn^s apres 
48 heures d' incubation a 37 °C sur un milieu de 
regeneration DM3 supplements avec 10 ug/ml de Cm. 

Les colonies de transformants Cm r sont pulvdrisees 
15 avec du catechol et des colonies jaunes sont observers 

dans tous les cas. 

Ceci deroontre que le gene xyl E de pTG402 peut 
etre exprimd .dans B. subtilis sous le contrdle d'ADN 
Isolds d'autres especes de Bacillus . 
20 11 en va de meme pour les ADN extraits du 

microorganisme E. coli gram'-, du plasmide pUBIIO et du 
bacteriophage $2 9. 

Lorsque 1 'ADN de B. lichenif ormis est insdre dans 
PTG402 les colonies jaunes sont observdes a une 
25 frequence de 5 / 68.lo~ 3 du total des transformants Cm r . 

_P°ur l'ADN de B. pumilus , une frequence de 
1,93.10 colonies jaunes par transformant Cm r est 
observee. 



30 



Lorsque l'ADN donneur est celui de E. coli , 
on^obtient seulement deux colonies jaunes pour plus de 
10 transformants Cm r (frequence infdrieure ou egale 



a 2. 10~ 4 ) . 
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Ces derniers r£sultats sont tout k fait 
inattendus compte tenu des barri&res r£gissant les 
expressions de g&nes h£t£rosp£cif iques dans B . subtilis , 
(r£f . 32) , mais ceci d^montre que le gfene xyl E de 
Pseudomonas peut etre exprimd dans B. subtilis sous 
le controle d T un ADN provenant de E. coll , 

Les activitds spdcif iques en C 2,3-0 
produites dans ces experiences et la taille approxima- 
tives des inserts d 1 ADN sont representees dans le 
tableau 6. 
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TABLEAU 6 

Taille de 



Plasmlde Source d' Insert 1 ' insert 

(bp) 

PTG431 pUB110 1 550 

pTG432 E. coli 600 

pTG433 «' 500 

PTG435 . " B. pumllus 200 

pTG43 6 " . 550 

PTG437 " 1 850 

PTG438 B. lichenlformis 700 

pTG439 » 400 

pTG440 " 600 

pTG441 » 500 

pTG442 (J.29 300 

pTG<|>29p1 non teste" 

pTG(})29p2 » » 
pTG<J)29p3 

pTG4»29p4 " >• 

pTG<|>29p5 " • » 

pTG<|>29p6 " 

pTG(J>29p7 " ii 

pTG<f>29p9 " n 



pTG*29p11 
pTG<J)29p12 
pTG4>29pl3 
pTG<|>29p14 
pTG(f.29p15 
pTG<J»29p16 
pTG4>29p17 
pTG<|)29pl8 
pTG<J)29p19 
pTG<{>29p20 



Activite 
spdcifique en C 2,3-0 
(mu/mg) 



1 


473,0 




42,0 




324,0 


1 


794,0 




327,0 




725,0 




555,0 


2 


240,0 


1 


O18,0 


2 


727,0 


1 


853,0 




262,7 




215,4 




928,9 


1 


136,0 




29,2 


1 


295,0 


1 


100,0 




27,3 




460,0 




764 ,0 




769,0 




455,0 




261 ,0 


1 


017,0 




993,0 




869,0 


1 


111,0 




789, 0 
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Les activitds sp^cifiques les plus importantes 
pour C 2,3-0 sont obtenues avec MI112/pTG4 41 dans lequel 
l f insert d'ADK provient de B. lichenif ormis 9945A. 

Bien que 20 plasmides exprimant xyl E sous le 
controle de 429 soient Isolds, certains d'entre eux 
semblent etre identiques. 

EXEMPLE 5 - Sequence des nucleotides du g&ne xylE 
et site de fixation des ribosomes 

La figure 3 repr^sente la sequence de nucleotides 
complete du gene xyl E et la sequence d 1 aminoacides 
correspondante . 

La sequence de nucleotides commence & 100 paires 
de bases en aval .du site Hpa ll le plus proche de I'extrdmite 
5 1 et se termine au site Hpa ll h 1 1 extreme droite 
{extr£mit£ 3 1 ) (voir aussi fig. 4). 

Le site probable de fixation des ribosomes est 
souligne. 

La region codante de xyl E commence h la base 1 
et se termine au codon souligne par trois astdrisques ' 
(fig. 3) ; elle est representee par des filches verticales 
dans la figure 4. 

La strategie utilisee pour le sous-clonage et le 
sequengage des fragments .du gfene xyl E dans le bacteriophage 
Ml 3 est representee par des filches horizontales h. la 
figure 4 . 

La localisation du site d 1 initiation de la 
traduction et le schema de lecture representes sont en 
parfait accord avec la sequence des 9 premiers amino- 
acides determines h partir de C 2,3-0 purifiee. 

Le ghne code pour 306 aminoacides qui constituent 
un polypeptide de 35 047 daltons. 
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Comme la forme active de C 2,3-0 pr^sente un 
poids moldculaire de 140 000 daltons (rdf^rence 33) / 
ceci confirme que la C 2,3-0 est constitute par 
4 sous-unites identiques (rtfdrence 34) . 

Une complementation importante entre le site 
de fixation des ribosomes et la region 3 ' du rARN 1 6S 
semble etre ndcessaire pour I 1 initiation de la traduction 
dans B. subtilis . 

Le site de fixation des ribosomes propose pour 
le gfene xyl E permet de prtdire que AG, l'£nergie libre 
d 1 appariement des bases entre ce site et le rARN 16S 
de B, subtilis , est de - 15,6 kilocalories . En plus, 
la distance entre le site de fixation des ribosomes et 
le codon d f initiation est de 9 bases. 

Les deux critferes tombent dans les ordres de grandeur 
de AG et le nombre de bases d'espacement r£cemment 
calculi pour une sdrie de sites de fixation de ribosomes 
dans le cas de B. subtilis . (reference 36) 

Ces observations confirment que 1' initiation 
de la traduction de xylS mARN dans B. subtilis ddmarre - 
au meme codon que celui qui est reconnu dans 
Pseudomonas et E. coli , 

EXEMPLE 6 - Etude de l t identity de C 2,3-Q dans 
' P. putida, E. coli et B. subtilis 
Afin de dtmontrer que 1* enzyme produite par 
B. subtilis est identique £ celle produite par P . putida 
mt-2 ou E. coli BZ18/pTG206, les extraits acellulaires 
partiellement purifies de chacun des organismes sont 
rdsolus par 6 lectrophorfese surgel.de polyacrylamide ? 
les rtsultats obtenus sont repr<§sent£s sur la figure 5. 
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L ' 61ectrophor&se sur gel de polyacrylamide 
de C 2,3-0 est effectude de la fagon suivante : 

Des preparations de C 2,3-0 partiellement puri- 
fi£es sont obtenues ^ partir de cultures rdcolt^es en 
5 phase stationnaire (rdf. 9). Les cellules sont . lav£es 

avec un tampon phosphate (20 mM) , pH 7,2, et remises en 
suspension dans un tampon AP (acetone TO %, phosphate 
100 mM, pH 7,5) puis trait^es aux ultrasons , 

Les debris cellulaires sont dliminds par 
10 centrif ugation h 30 OOO rpm pendant 1 heure & 4°C dans 

une ultracentrif ugeuse L8-70 avec un rotor Beckman R6 5Ti. 
Le surnageant est traits ^ 1 1 acetone jusqu'^ une 
concentration finale de 50 % v/v et les protdines 
pr£cipit£es & 4°C pendant 2 heures. 
15 Une nouvelle centrif ugation & 10 OOO rpm pendant 

10 minutes dans une centrifugeuse*iRC-5B avec un rotor HB-4 pro- 

duit un surnageant quiest amend 1 66 % v/v d'acdtone 

et les protdines sont pr£cipit£es pendant 2 heures h 4°C. 

Aprfes centrif ugation pendant 10 minutes £ 10 000 rpm, 
20 ^ es culots de protdines sont remis en suspension dans 

1 ml de tampon AP. 

Les activit^s enzymatiques sont mesurdes comme 
cela a £td d£crit pr£c£demment . 

Pour 1* £lectrophor&se, on utilise un gel de 
25 separation k 7 % d'acrylamide et un gel de support k 3 %. 

20 h 200 \ig d'extraits sont ddpos£s sur gel de 
mani&re £ ce que l 1 activity C 2,3-0 soit la m£me dans 
chaque logette (soit 260 mU) . Les dchantillons analyses 
correspondent de gauche Si droite , & des extraits de 
30 P. putida mt-2, E. coli BZ18/pTG206, B. subtilis 

TGB1/pTG402, B. subtilis TGB1/pTG403. 

Pour TGB1/pTG402, une quantity de prot£ines £quiva- 
lente £ celle de TGB1/pTG403 est utilisde. L f £lectro- 
phor&se est effectude sous 25 milliamp&res , k courant 
35 constant pendant 5 heures. 
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La plaque A est pulv£ris6e avec du catechol 0,5 M. 
Sur la plaque B, les protdines sont fixdes puis color^es 
avec le bleu brillant Coomassie R250 (0,15 % poids/volume ) 
puis ddcolor£es dans une solution de 7,5 % v/v d'acide 
ac^tique et 5 % v/v de methanol. La position de la 
catechol oxygenase est indiqu^e par une flfeche. 

Comme 1 1 dlectrophorfese est r£alis£e en conditions 
non d£naturantes , 1' enzyme C 2,3-0 est identifi^e 
ais£ment en pulvdrisant le gel avec du catechol. 

Des bandes jaunes apparaissent h la meme 
distance de migration pour tous les extracts, i 1' exception 
de celui de la souche B. subtilis (TGB1 /pTG402) qui 
porte xyl E sans le promoteur fonctionnel. Pour ce dernier 
il n'est pas observe de bande jaune. 

L 1 identity des mobilit^s 61ectrophordtiques 
de C 2,3-0 sugg^re que 1* enzyme dans B. subtilis est 
produite sous forme de polypeptide fusionn£ mais qu 1 il 
prdsente le meme produit de traduction que celui observe 
dans Pseudomonas et E. coli . 

Dans une experience suppl£mentaire , un antiserum 
brut,obtenu k partir de lap ins auxquels on a inject^ 
* la C 2,3-0 purifi^ede E; coli , est testd selon la 
m^thode de Outchterlony en double diffusion, Ce test 
immunologique d^montre que l 1 antiserum r<£agit avec les 
extraits partiellement purifies de ' P, putida mt-2, 

E. coli B2l8/pTG206 et B . subtilis TGB1/pTG403, mais 

* 

n f a pas de reaction crois^e avec l'extrait de 
B. subtilis pr<§par<§ & partir de TGB1/pTG402. 
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EXEMPLE 7 

Cet exemple a pour objet de ddrnontrer l 1 activity 
de decontamination de la catechol 2 , 3-oxyg£ nase vis-^-vis 
de l'urushiol. 
71 . Produits 

- Urushiol : solutions 0/1 % ou 1 % dans I'dthanol, 

- Catechol oxygenase : "enzyme purifite & 90 % contena'nt 

I OOO unites /ml provenant soit de E. coli (souche 
BZl8/pTG203) ou de B. 'Subtil is (souche MI1 1 2/pTG401 ) . 

II a £t£ 'd^montr^ que 1" enzyme est identique quelle 
que soit la souche hote utilisde. 

- Lessives commerciales : 

1) WIPP (marque dtposde commercialis^e par S.A. Henkel 
Belgium N-V.) utilis^e ^ une concentration finale 
de 0,25 % dans 1'eau de ville, 

2) DASH (marque dtposee commercialis^e par Procter 
& Gamble, Benelux) utilis^e £ une concentration 
finale de 0,36 % dans 1 1 eau de ville* 

WIPP est une lessive "h la main" dont le pH est de 6y8 . 
environ ; 

DASH est une poudre destin£e & la lessive en machine 
dont le pH est tgal £9. 

3) Difftrentes solutions d^tergentes ont 6t6 dlabor£es 
en laboratoires . Elles sont constitutes par 

10 mM de phosphate de sodium, pH 6,8 + soit Brij 58 
(polyoxy£thylfene-20-c6tylester) 0,025 %, ou SDS 
(dodtcyl sulfate de sodium) 0,02 %. 

4) Bain mousse PALMOLIVE qui est utilist & une 
concentration finale de 0,01 %. 

- Tissus : 5 types difftrents dont les 4 premiers sont 
tissds (tissus de couleur blanche) : 
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1) coton 100 % 

2) coton 35 % + polyester 65 % 

3) laine 

4) 100 % acrylique 

5) 100 % Dacron. 

72* Mesure de 1 1 activity de la catechol 2 , 3-oxyg£nase 

L' activity enzymatique est mesurde soit par 
appreciation de la coloration jaune du produit de clivage 
de l'urushiol par la catechol 2 , 3-oxyg£nase ou par 
chromatographie en couche mince. Dans cette dernifere 
mdthode la quantity d'urushiol restante est mesur£e par 
la taille de la tache correspondante . Ce proc£d£ pr£sente 
une limite inf drieure. de detection de 1 jig. 
73, Test de 1 1 activity de la cait^chol 2 , 3-oxyg£nase 
dans les solutions d^tergentes commerciales 

L* activity de la catechol 2 , 3-oxyg£nase dans les 
solutions d£tergentes a 6t6 mise en Evidence par 
l 1 apparition du produit de coloration jaune, le semi- 
aldehyde 2-hydroxymuconique. En utilisant le detergent 
WIPP on observe une apparition graduelle de la coloration 
jaune, alors qu'en presence de DASH cette apparition de 
la coloration jaune est seulement trans itoire. 

Afin de tester 1* activity de la catechol 
2,3-oxyg£nase sur I'urushiol dans des solutions detergent* 
on melange -I'urushiol, 1" enzyme et divers detergents 
puis on laisse le melange incuber pendant 3 heures & 30°C 
dans un volume final de 1 ml. Les r^sultats sont 
reprdsent^s dans le tableau ci-aprfes : 
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Urushiol Lessive Acetone _ Couleur ^£Hjjli2l 
lO % ° 2 ' 3 ~° jaune ^gf± 

WIPP 0,25% - - - ^ 10 jjg 

WIPP 0,25% - 10 u +++ < 1 ug 

P0 4 lOmM _ 10 u * ± < 1 jig 

sds 0,01% * « 

+ - - > 5 \iq 



1 . 


50 


ug 


2. 


50 


ug 


3 . 


50 


ug 


4 . 


10 


ug 


5. 


10 


ug 



PALMOLIVE 
0,01% 



PALMOLIVE + 1Q u ++ < 1 ug 

Le symbole < 1 \ig signifie que la quantity d 1 urushiol 
restante aprfes incubation est infdrieure aux limites de 
detection de l 1 analyse* 

L 1 apparition d'une couleur jaune d£montre que 
1' urushiol est effectivement solubilisd par les detergents 
commerciaux etqu'il est ensuite scinde par la catechol 
2 , 3-oxygenase . 

En presence de l 1 enzyme pratiquement tout I 1 urushiol 
est scinde meme lorsqu'on utilise de grandes quant ites 
d 1 urushiol. 

Ce test ddmontre la stability de la catechol 
2, 3-oxygenase dans les solutions detergentes et demontre, 
en outre, que des quantitds importantes d f urushiol peuvent 
§tre scinddes avec des quantitds meme faibles d* enzyme. 

Comme cela apparait dans le test 1 du tableau 
precedent, en 1' absence de- catechol 2 , 3-oxygenase 1' urushiol 
est r£cupdr£ pratiquement quantitativement . Ceci demontre 
que la disparition de 1* urushiol des solutions detergentes 
contenant de la catechol 2 , 3-oxygenase est due ^ 1* action 
de I 1 enzyme. 

74 . Stability de la catechol 2 , 3-oxygenase dans une 
solution deter gent e . 

L 1 etude de la stability de la catechol 2 , 3-oxygenase 
en solution dans divers detergents montre qu'apr^s 12 heures 
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k la temperature ambiante 1* activity enzymatique n'est 
pas sensiblement diminu^e par rapport k une solution 
temoin qui ne contient pas de detergent. 

Toutefois,dans le cas du detergent DASH, on note 
une reduction de 1* activity enzymatique due probablement 
au pH de la solution. 

Aprfes incubation de la catechol 2 , 3-oxyg^nase 
pendant 15 minutes £ 60°C en presence du detergent, 
plus de 75 % de 1 1 activity enzymatique est maintenue. 

Afin d'ameiiorer la stability de 1 1 enzyme , il 
est intdressant d'incorporer un agent protecteur dans le 
^ melange. A titre d' agent protecteur, l f acetone k une 

concentration finale de 10 % s'est montrde particuli&rement 
efficace, mais il est possible de la remplacer par 
d'autres solvants organiques tels que le glycerol par 
exemple. 

75 - Activity de la catechol 2 , 3-oxygenase sur I'urushiol 
absorb^ sur dif fdrents tissus 

Les experiences sont conduites de la fagon 
suivante : 

10 ul de la solution d'urushiol (0,1 % dans 

I'ethanol) sont appliques sur une pifece de tissu de 
2 

1 cm . Le tissu est s£ch<£ k la temperature ambiante puis 
incube dans 890 ytl d'une solution ddtergente comme 
indique prdcedemment pendant 3 heures & 30°C (etape de 
prdlavage) . 

10 unites de catechol 2 , 3-oxygenase sont alors 
ajoutees en meme temps que 10 jil d' acetone et 1 1 incubation 
est poursuivie pendant 3 heures & 30°C. 

Aprfes incubation, l'urushiol restant sur les 
tissus et dans la solution detergente est extrait et 
dose, Le tissu est seche et l'urushiol restant est 
extrait du tissu par 500 jxl d'ethanol £ la temperature 
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SO 



ambiante. L'urushiol prdsent dans la solution ddtergente 
est extrait avec 500 |il de butanol. 

L'urushiol extrait dans les phases butanoligue 
et ^thanolique est r£cup£r£ par lyophilisation et remis 
en suspension dans 25 ^1 d'dthanol puis appliqu<§ sur une 
plaque de chromatographie en couche mince. 

La chromatographie est effectu£e en utilisant de 
lather de p^trole et de 1' acetate d'dthyle 7:3 (v/v) 
^ titre de solvant. L'urushiol est identifi£ aprfes 
traitement de la plaque avec de l'iode comme cela est 
ddcrit par Dupuis (British Journal of Dermatology 101 / 
617, 1979). Sur chacune des plaques 1,5 et 10 \ig 
d'urushiol sont co-chromatographi^s de fagon ^ faciliter 
la quantification de l'urushiol. A titre de contrQle, 
on effectue des incubations en 1' absence de catechol 
2 , 3-oxyg£nase . 

Les rdsultats de ces experimentations indiquent 
que bien que l'urushiol soit ef f ectivement £limind du 
coton, du coton-polyester , de la laine et des tissus 
acryliques par simple lavage dans une solution ddtergente, 
il n'est pas d^truit lorsque la catechol 2 , 3-oxygdnase 
est absente. 

En presence de catechol 2 , 3-oxyg6nase toutefois, 
l'urushiol ne peut.plus §tre d£tect£ par chromatographie 
en couche mince et une coloration jaune indiquant une 
scission enzymatique du cycle catechol de l'urushiol 
apparalt dans la solution de lavage^ En 1' absence de 
detergent, l'urushiol demeure absorb^ sur les tissus et 
n'est pas scind£ par la catechol 2 , 3-oxyg6nase Dans 
les conditions ddcrites, 10 unites de catechol 2,3-oxyg6na 
scindent ais£ment 10 \ig d'urushiol, ce qui indique que 
la quantity d' enzyme utilis^e et/ou que le temps 
d 1 incubation peuvent etre r^duits. 
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76 . Conclusion 

Les resultats obtenus demontrent que la catechol 
2,3-oxygenase est active et stable en milieu complexe 
(par exemple solutions detergentes conunerciales) et ce 
dans une fourchette tres large de temperature. La 
presence d'un agent de stabilisation ameliore encore 
la stability de 1» enzyme. 

La catechol 2., 3-oxygenase elimi ne de fa C on 
efficace 1 • urushiol_ lors du lavage de tissus containing. 

Depot de souches 

Les souches suivantes ont ete deposees a 
1' Agricultural Research Culture Collection (NRRL) le 
14 janvier 19 83 : 

B15264 : B - s^btilis TGB1 portant pTG402 
B15265 : B. subtilis MI112 portant P TG441. 
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REVINDICATIONS 

1) Plasmide vecteur caracterise en ce qu'il 
comporte au moins s 

- le gene xyl E codant pour la synthase de la 
catechol 2 , 3-oxyg£nase , et 

- un promoteur de l 1 expression f onctionnelle 
du gene xyl E dans une bacterie gram +. 

2) Plasmide vecteur selon la revendication 1 , 
caracterise en ce que la bacterie gram + est un 
Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus 
ou Corynebacterium. 

. 3) Plasmide vecteur selon la revendication 2, 
caracterise en ce que -la bacterie gram + est un 
Bacillus subtilis . 

4) Plasmide vecteur selon la revendication 1, 
caractdrise en ce que le promoteur est une sequence 
d'ADN chromosomique d'une bacterie gram +. 

5) Plasmide vecteur selon la revendication 4, 
caracterise en ce que l'ADN chromosomique est extrait 
d'une souche de Bacillus. 

6) Plasmide vecteur selon la revendication 5, 
caracterise en ce que l'ADN chromosomique est extrait 
d'une souche de Bacillus chosie parmi : B. subtilis . 
B. lichenif ormis , B . pumilus . 

7) Plasmide vecteur selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le promoteur est une sequence 
d'ADN chromosomique d'une bacterie gram - 

8) Plasmide vecteur selon la revendication 7, 
caracterise en ce que le promoteur est une sequence 
d'ADN chromosomique d' E. coli . 

9) Plasmide vecteur selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le promoteur est une sequence 
d'ADN d'un plasmide. 
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10) Plasmide vecteur selon la revendication 9/ 
caractdrisd en ce que le promoteur est une sequence 

d f ADN d'un plasmide se r^pliquant dans les bactdries 
gram + . 

11) Plasmide vecteur selon la revendication 10, 
caract£ris£ en ce que le promoteur est une sequence 

d 1 ADN du plasmide pUB110. 

1 2) Plasmide vecteur selon la revendication 1 , 
caract^ris^ en ce que le promoteur est une sequence 

d 1 ADN d'un bacteriophage. 

13) Plasmide vecteur selon la revendication 12, 
caractdris£ en ce que le promoteur est une sequence 

d f ADN du bacteriophage $29. 

1.4) Plasmide vecteur selon la revendication 1, 
caract£ris6 en ce qu'il est choisi parmi pTG402 & pTG427, 
pTG431 k pTG442 et pTG<f>29p1 £ pTG<J>29p20. 

15) Plasmide vecteur selon la revendication 14, 
caractdrise en ce qu'il s'agit d f un plasmide d£riv£ 

de pTG402. 

16) Plasmide vecteur selon l*une des revendications 
1 et 2, caract6ris€ en ce que le plasmide comporte au 
moins un site unique de restriction situd en un endroit 

tel que l f insertion d'une sequence d 1 ADN dans ce site 
conduise & 1 1 inactivation du g&ne xyl E» 

17) Plasmide vecteur selon la revendication 16, 
caract£ris6 en ce que ledit site unique est situ€ dans 
le gfene xyl E ou bien en amont de celui-ci et en aval 
du promoteur. 

18) Plasmide vecteur selon I'une des revendications 
1*6 et 17, caract£ris£ en ce que le site unique est un 

site BamHI. 

19) Souche bactdrienne gram + transform^e par 
un plasmide selon l'une des revendications 1 & 18. 
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20) Catechol 2,3-oxyg£nase obtenue par 
fermentation d'une souche selon la revendication 19 . 

21) Application d'un plasmide. selon l'une des 
revendications 1 £ 18 au clonage d'un gfene dans une 
bact^rie gram +. 

22) Phage M13 caract£ris£ en ce que son ADN 
comporte au moins le gfene. xylE codant pour la synthase 
de la catechol 2 , 3-oxyg^nase . 

23) Phage selon la revendication 22 , caractdris£ 
en ce qu'il comporte au moins un site unique de 
restriction situd en un endroit tel que 1" insertion 
d'une sequence d 1 ADN dans ce site conduise h 
l'inactivation du g&ne xyl E , 

24) Phage selon la revendication 22, caractdris^ 
en ce qu'il comporte un site de clonage multiple placd 
de fagon que 1* insertion d'une sequence d 1 ADN dans un 
point de ce site inactive 1 ' expression du g&ne xyl E. 

25) Phage selon l'une des revendications 22 & 24, 
caractdris^ en ce qu'il s f agit d'un d£riv£ du phage M13. 

26) Application du phage selon l'une des 
revendications 22 & .25 au clonage et au s^quengage d f ADN. 

27) Composition pour application topique 
externe, caractdrisde en. ce .qu 1 elle comporte de la 
catechol 2 , 3-oxygdnase . 

28) Composition selon la revendication 27, 
caract£ris£e en ce qu'elle comporte, en outre, une base 
cosmdtique. 

29) Composition selon la revendication 27, 
caract£ris£e en ce qu'elle est destin^e au traitement 
et & la prevention des allergies. 

30) Application de la catechol 2 , 3-oxygdnase 
^-titre d'additif alimentaire, 

.31) Application de la catechol 2 , 3~oxyg6nase 
dans le domaine pharmaceutique pour modifier la structure 
des catecholamines . 
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32) Composition de decontamination de surface, 
caracteris^e en ce qu'elle comporte une base d^tergente 
et une enzyme, la catechol. 2 , 3-oxyg^nase . 

33) Composition selon la revendication 32, 
caracterisde en ce que le pH est compris entre 6 et 10. 

34) Composition selon la revendication 32, 
caracteris£e en ce qu'elle comprend, en outre, une protease 

35) Composition selon la revendication 32, 
caracterisde en ce que la catechol 2 , 3-oxyg£nase est 
pr^paree h partir de Bacillus subtilis . 

36) Composition selon la revendication 35, 
caracteris£e en ce que la catechol 2 , 3-oxyg£nase est 
pr£paree ^ partir d'un B. subtilis producteur de protease. 

37) Composition selon la revendication 32, 
caracteris^e en ce qu'elle contient un agent de 
stabilisation. 

38) Composition selon la revendication 37, 
caractdris^e en ce que l f agent de stabilisation est 
1* acetone. 
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